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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Se han usado varios biomarcadores para la evaluacion y la cuantificacién de la
lesion miocardica tras ablacion. Estudiamos las posibles diferencias en la estabilidad térmica y las
posibilidades de uso de las proteinas liberadas por las células cardiacas lesionadas mediante diferentes
fuentes de energia.

Meétodos: En primer lugar, estudiamos la estabilidad térmica in vitro de la creatincinasa (CK), la
isoenzima miocardica de la creatincinasa (CK-MB), las troponinas I (cTnl) y las troponinas T (¢TnT) en
muestras de sangre obtenidas de 15 pacientes con infarto agudo de miocardio con elevacion del
segmento ST (IAMCEST) confirmado. En segundo lugar, se obtuvieron y se analizaron los biomarcadores
en 82 pacientes tratados mediante ablacién con radiofrecuencia (ARF) y en 79 pacientes tratados
mediante crioablacién con balon (CAB).

Resultados: Los experimentos in vitro mostraron que todos los biomarcadores eran estables a
temperaturas bajas (-30 °C). Las troponinas se mostraron estables al analizarlas a altas temperaturas.
En cambio, se observd un descenso importante en los valores de CK y CK-MB a 50 y 40 °C,
respectivamente. El estudio in vivo mostrd que el aumento de las cifras de CK-MB fue significativamente
elevado en pacientes sometidos a CAB exclusivamente. Se observaron valores patoldgicos de CK-MB en el
24% de los pacientes con ARF y en el 98% de los pacientes sometidos a CAB. Se observaron valores
patolégicos de cTnl en todos los pacientes y el aumento de la concentracién de cTnl fue muy significativo
en ambos grupos tras la ablacion.

Conclusiones: Tanto los resultados in vitro como los obtenidos in vivo muestran que la CK-MB no puede
usarse para la determinacién cuantitativa de las lesiones miocardicas producidas por la energia de
radiofrecuencia. Solo las troponinas reflejan las lesiones miocardicas independientemente de la fuente
de energia, y se deberia utilizarlas para comparar los efectos en los biomarcadores de la crioablacién
frente a la ablacion con radiofrecuencia.
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Limitations of Biomarkers Serum Levels During Pulmonary Vein Isolation

ABSTRACT

Introduction and objectives: Several biomarkers have been used for evaluation and quantification of
myocardial injury after effective ablation. We studied possible different thermal stability and usability of
the proteins released by cardiac cells injured by different energy sources.

Methods: Firstly, we tested in vitro thermal stability of creatinine kinase (CK), myocardial bound
creatinine kinase (CKMB), cardiac troponins I (cTnl) and cardiac troponins T (¢TnT) in collected blood
samples from 15 patients (pts) with confirmed ST-segment elevated myocardial infarction (STEMI).
Secondly, the biomarkers were collected and analyzed in 82 pts treated with radiofrequency ablation
(RFA) and in 79 pts treated with cryo-balloon ablation (CBA).

Results: In vitro experiment showed that all biomarkers were stable in low temperature of -30°C.
Troponins were stable in the high temperatures analyzed. A substantial drop in CK and CKMB levels were
measured at 50 °C and 40° C, respectively. In vivo study showed that the increase in CKMB levels was
highly significant in CBA pts only. Pathological CKMB values were observed in 24% of RFA pts and 98% of
CBA pts. Pathological cTnl values were observed in all pts and the rise in cTnl levels was highly significant
in both groups after ablation.

Conclusions: Both in vitro and in vivo results show that CKMB cannot be used for quantitative
determination of myocardial injury produced by radiofrequency energy. Only cardiac troponins reflect
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myocardial injury, regardless of energy source, and may be considered in future studies for comparison
of biomarkers effects of cryo versus radiofrequency ablation.
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Abreviaturas

AVP: aislamiento de venas pulmonares
CAB: crioablacion con balén

FA: fibrilacion auricular

VP: vena pulmonar

RF: radiofrecuencia

INTRODUCCION

La corriente de radiofrecuencia (RF) se usa como fuente habitual
de energia para llevar a cabo el aislamiento de venas pulmonares
(AVP) por via percutanea en una gran mayoria de los pacientes con
fibrilacion auricular (FA). Durante los Gltimos afios también se ha
recurrido a la técnica con criobalén como nueva modalidad para
llevar a cabo el AVP'™3. Puesto que varios marcadores se han
demostrado tiles para el diagnoéstico y la evaluacion de la
magnitud de la lesién miocardica tras un episodio isquémico grave,
muchos autores han tratado de implementar diferentes biomar-
cadores para poder evaluar y cuantificar la magnitud de las
lesiones por ablacion®~2.

La ablacién tisular produce una necrosis miocardica inmediata,
y el proceso habitualmente es mas lento en los episodios
isquémicos. En consecuencia, la liberacion de marcadores de
lesiones miocardicas tiene lugar antes>®. Un problema adicional
que aparece al analizar la liberacion de biomarcadores tras la lesion
derivada de la ablacion es la influencia de las temperaturas bajas o
altas en su estabilidad. AGn no hay consenso sobre si lograr una
temperatura efectiva intratisular de 42 °C durante la ablacion
puede conducir o no a la desnaturalizacion de la estructura de los
biomarcadores'>. En tal caso, los resultados sobre la actividad y la
concentraciéon de los biomarcadores no tendrian ninguna fiabili-
dad. Sélo un articulo'#, publicado en 1995, describe la inactivacién
de la creatincinasa (CK) a 65 °C.

Los estudios, tanto antiguos como publicados recientemente,
usaron la CK, la isoenzima miocardica de la creatincinasa (CK-MB)
y la troponina I cardiaca (c¢Tnl) y la troponina T (¢TnT) para evaluar
la lesién en el miocardio tras la ablaciéon® 2. Algunos resultados
arrojaron dudas sobre la fiabilidad de las determinaciones que
mostraron erroneamente pequefios aumentos de la CK y la CK-MB
tras la ablacion efectiva con radiofrecuencia (ARF). Por lo tanto,
sometimos a examen la hipotesis sobre las posibles diferencias en
la estabilidad térmica de las proteinas liberadas por las células
cardiacas tras ser lesionadas mediante diferentes fuentes de
energia. Ademads, los estudios publicados que describen la
estabilidad in vitro de los biomarcadores a diferentes temperaturas
son escasos'>!®. Si conociéramos la influencia de las diferentes
temperaturas en los valores de los biomarcadores, podriamos
comprender mejor el grado de éxito o fracaso de la ablacién en
determinados pacientes.

El primer paso del estudio consisti6 en ensayar, en un
experimento conjunto in vitro, la estabilidad térmica de los
biomarcadores cardiacos estudiados. El segundo objetivo fue
clarificar qué biomarcadores podian utilizarse en la evaluacion,
la cuantificacion y la comparacion de las lesiones producidas por

diferentes fuentes de energia. Llevamos a cabo la determinacion de
la concentracién sérica de biomarcadores cardioespecificos, antes y
después de la ablacién, como indicadores de la masa celular
lesionada.

METODOS

Estudio in vitro de la estabilidad térmica y de la resistencia
térmica de los biomarcadores cardiacos

Obtuvimos muestras de sangre de 10 ml de 15 pacientes que
habian sufrido infarto agudo de miocardio con elevacion del
segmento ST (IAMCEST) confirmado. La mediana de tiempo hasta
el episodio indice de IAMCEST fue de 13,7 h.

Tras centrifugar durante 15 min a 3.000 rpm, se recogio el suero
sobrenadante y se determind la actividad de la CK y la CK-MB y la
concentracion sérica de cTnl y ¢TnT a 37 °C durante 1 h. Este valor
se defini6 como valor basal. Cada paciente fue su propio control.

Las muestras de suero restantes se almacenaron a -30°C
durante las 2 semanas siguientes. Transcurrido ese tiempo, las
muestras se descongelaron y se analizaron de nuevo a 37 °C para
estudiar la influencia de la congelacion. Otras 5 muestras de cada
paciente se incubaron por separado en una cubeta térmica a 40, 45,
50, 55 y 60°C durante 5 min cada una. Posteriormente se
determino la concentracion final a 37 °C.

Utilizamos kits de laboratorio convencionales: CL NAC, CKMBL,
Troponin T (Roche®) y STAT Troponin I (Abott®). La reproducibi-
lidad de las concentraciones en todos los biomarcadores estudia-
dos, obtenida mediante triplicados de las muestras, fue de +£10%. La
calidad de los resultados se confirmd en el laboratorio de bioquimica
central de nuestro centro de cardiologia mediante control de calidad
transcurridos 6 meses.

Estudio in vivo

La poblacion del estudio consistié en 161 pacientes consecu-
tivos con FA sintomatica y resistente a firmacos, documentada al
menos en dos electrocardiogramas en los 3 meses previos a la
intervencion de ablacion. La indicacion de la ablacion se basé en las
directrices vigentes!”. Se excluyé del estudio a los pacientes con
concentraciones iniciales desconocidas o elevadas de cualquiera de
los marcadores estudiados (cTnl, CK-MB) en el periodo basal.

Los riesgos derivados de la intervencion se explicaron con
detalle a todos los pacientes y se obtuvo su consentimiento
informado por escrito antes de la ablacién. El estudio conté con la
aprobacion del comité ético local. Las caracteristicas generales de
la poblacién de estudio se muestran en la tabla 1.

Procedimiento de ablacion

Alcanzamos la auricula izquierda mediante abordaje transeptal
doble y realizamos una angiografia selectiva de las venas
pulmonares (VP). La ARF se realizé6 con un catéter Thermo-cool
7F irrigado de 4 mm (Biosense Webster, Diamond Bar, Estados
Unidos). El criterio de valoracién de la ablacién fue la desaparicion
total de potenciales de VP. Usamos un catéter MESH (catéter de
cartografia de malla de alta densidad; Bard Electrophysiology,
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Tabla 1 .
Caracteristicas de los pacientes
Grupo RF Grupo CAB p
Mediana 25 75 Mediana 25 75

Pacientes 82 X X 79 X X NS
FAP 48 X X 76 X X < 0,001
Varones 61 X X 49 X X NS
Edad [afios] 57 49 65 56 49 63 NS
Eje largo de la ETT [mm] 56 51 61 53 48 56 0.002
Eje corto de la ETT [mm] 40 37 42 38 35 41 0.01
FEVI por ETT (%) 60 55 62 60 58 65 0.004
Hipertensi6n 53 X X 42 X X NS
Coronariopatia 10 X X 7 X X NS
IMC 27 25 29 26 23 28 NS
Otras enfermedades cardiacas 9 X X 5 X X NS

AFP: pacientes con fibrilacion auricular paroxistica; ETT: ecocardiografia transtoracica; FEVI: fraccién de eyeccién ventricular izquierda; IMC: indice de masa corporal; NS:

estadisticamente no significativo; RF: radiofrecuencia.
Los datos expresan n o mediana [intervalo intercuartilico].

Lowell, Massachusetts, Estados Unidos) colocado en el ostium de
cada VP. En los pacientes con FA cronica (FAC) se provocaron
lesiones adicionales (linea del techo, linea del istmo mitral). La
crioablacion con balén (CAB) se realizo con un balon de doble pared
(Arctic Front, Cryocath). El tiempo de aplicacion fue de 240-360 s
por congelacion. E1 AVP se confirm6 con un catéter Lasso (Biosense
Webster). El procedimiento se ha descrito recientemente con
detalle®. También se calculd y se registrd el namero de
aplicaciones, la energia de RF y el tiempo de congelacion
acumulados.

Determinacion de biomarcadores en pacientes sometidos a
ablacion con radiofrecuencia y a crioablacion con balén

Se obtuvieron muestras de sangre durante la puncién venosa
antes de la ablacion y 1, 6 y 24 h después de la ablacion. Todas las
muestras de sangre se analizaron mediante los kits de laboratorio
convencionales ya mencionados. Los valores de referencia de la
CK-MB y la cTnl para el diagnoéstico de infarto de miocardio
(25 y 0,01 ng/ml respectivamente) se consideraron como
patolégicamente aumentados.

Analisis estadistico

Los datos paramétricos se expresaron como mediana [intervalo
intercuartilico 25-75]. Para el analisis paramétrico se utilizo el test
de la U de Mann-Whitney y para los datos no paramétricos, la
prueba de la x? o el test exacto de Fisher. Los valores de p < 0,05 se
consideraron como estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Estabilidad in vitro de los biomarcadores a diferentes
temperaturas

Encontramos un descenso importante del 46% en la actividad de
la CK medida a 50 °C. El calentamiento de las muestras de sangre a
50y 60 °C dio lugar a una caida de las concentraciones de CK muy
por debajo de los valores basales. La CK-MB, con mayor
especificidad cardiaca, reacciona en mayor medida a la exposicion
al calor, con un importante descenso del 48% a 40 °C (fig. 1A) y otro
descenso a temperaturas superiores. Ambas troponinas (cTnT y

cTnl) s6lo mostraron pequeiios cambios de +10% a diferentes
temperaturas (fig. 1B y C). La dispersion de los datos en porcentajes de
medianas, para expresar la estabilidad de los biomarcadores
expuestos a diferentes temperaturas, oscilo entre el 8 y el -12%.

Estudio in vivo

Las caracteristicas de los pacientes se presentan en la tabla 1.
La ARF se practico en 82 pacientes: 48 con FA paroxistica (FAP) y
34 con FAP persistente o FAC.

El grupo de CAB consisti6 en 79 pacientes e incluy6 sdlo a
3 pacientes con FAC. Las diferencias significativas en cuanto al
tamafio de la auricula izquierda (Al) y en la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo (FEVI) entre los grupos se dieron, como era de
esperar, en el mayor nimero de pacientes con CAF en el grupo
tratado con ARF.

Ninguno de los pacientes refiri6 sintomas de posible isquemia
ni presento6 signos de episodios de isquemia coronaria, ni antes ni
al final del procedimiento. No encontramos ningéin cambio en el
segmento ST al comparar las curvas electrocardiograficas obte-
nidas antes, durante y después del procedimiento.

Enel caso dela CK-MB, no se produjo aumento significativo tras la
ablacion respecto a los valores basales en el grupo de ablacion con RF
(fig. 2). S6lo la mediana de las muestras obtenidas a la sexta hora se
encontro6 en el limite de la significacion (p = 0,05). Ahora bien, el
aumento de la CK-MB tras la CAB resulto altamente significativo en
los controles. El factor de comparacion de los valores maximos
(picos) fue 2,6 veces superior en el grupo de la CAB (p < 0,05). Se
observaron valores patologicos de CK-MB en el 24% de los pacientes
sometidos a ARF y en el 98% de los pacientes sometidos a CAB.

El aumento de la cTnl fue altamente significativo en ambos
grupos tras la ablacion (fig. 3). La mediana de los valores maximos
en el grupo sometido a RF fue de 1,29 [0,86-1,86] ng/ml y fue
1,4 veces el valor correspondiente del grupo sometido a CAB, 0,89
[0,62-1,25] ng/ml. La diferencia no mostro significacion estadistica
(p=0,05). Se observaron valores patologicos de cTnl en todos los
pacientes.

A 19 pacientes sometidos a RF y 8 sometidos a CAB, se les aplico
una cardioversion con corriente continua (CC). Al analizar los
valores de la CK, que hipotéticamente podrian estar afectados por
la CC, no encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre los sujetos que requirieron CC para restaurar el ritmo sinusal
ni en el resto de la poblacion estudiada.
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Figura 1. Estudio in vitro. A) Estabilidad térmica de la isoenzima miocardica de la creatincinasa (CK-MB). B) Troponina cardiaca T (cTnT). C) Troponina cardiaca I

(cTnl). Los datos se presentan como diagramas de cajas con la mediana [intervalo intercuartilico].
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Figura 2. Comparacion de la cinética de la isoenzima miocérdica de la creatincinasa (CK-MB) en los grupos con radiofrecuencia (ARF) y con crioablacién con bal6n
(CAB). Los datos se presentan como diagramas de cajas con la mediana [intervalo intercuartilico]. IAM: nuestro valor de laboratorio de referencia de la CK-MB
(25 ng/ml) para la deteccion del infarto de miocardio. *Diferencia estadisticamente no significativa (p = 0,5) en comparacion con la determinacién del valor basal.
bDiferencia estadisticamente significativa (p = 0,005) en comparacién con la determinacién del valor basal. “Diferencia estadisticamente significativa (p < 0,0001)

en comparacién con la determinacién del valor basal.
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Figura 3. Comparacion de la cinética de la troponina I cardiaca (cTnl) en los grupos con radiofrecuencia (ARF) y con crioablacion con balén (CAB). Los datos se
presentan como diagramas de cajas con la mediana [intervalo intercuartilico]. *Diferencia estadisticamente significativa (p < 0,0001) en comparacion con la

determinacion del valor basal.
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DISCUSION

El resultado principal de nuestro estudio es que se observaron
valores patoldgicos de la cTnl en todos los pacientes, indepen-
dientemente de la fuente de energia usada, y se observaron valores
patologicos de la CK-MB en el 24 y el 98% de los pacientes
sometidos a ARF y a CAB, respectivamente.

Desnaturalizacion de los biomarcadores cardiacos por la
temperatura

La determinacion in vitro que llevamos a cabo pretendia evaluar
las resistencias térmicas y la estabilidad de los biomarcadores
cardiacos. Observamos las diferentes sensibilidades a la tempe-
ratura de los biomarcadores estudiados. Tanto la cTnl como la cTnT
fueron estables a todas las temperaturas estudiadas.

La actividad detectada de CK-MB y CK cay6 repentinamente a
casi el 50% respecto a sus valores basales a 40 y 50 °C,
respectivamente. Nuestras observaciones clinicas son afines a
nuestro experimento de calentamiento in vitro. El proceso de
desnaturalizacion de la CK-MB liberada se inicia a las mismas
temperaturas a las que se produce el dafio celular en la ARF
eficaz'. La pérdida de concentraciones detectables de CK se inicia
a mayores temperaturas. La caida de sensibilidad también
comienza en la gama de temperaturas deseadas para una
temperatura intratisular que se sitie entre 45 y 60 °C durante la
ARF.

La temperatura inferior en nuestro estudio in vitro fue de -30 °C,
que fue atin mayor que las temperaturas determinada durante la
CAB eficaz (habitualmente < -40 °C). Ahora bien, esta temperatura
es suficientemente baja para suponer la muerte celular, con rotura
de las membranas celulares, debido a la formacion de cristales de
hielo que comienza mucho antes, a -10 °C'%, No encontramos
ninguna influencia importante de la baja temperatura en la
actividad detectable de los cuatro biomarcadores estudiados.
Nuestras observaciones son similares a las descritas por Buttery
et al', que confirmaron la estabilidad de la CK-MB a -20°C, y
Woltersdorf et al'®, que describieron la ausencia de cambios
significativos en la concentracion sérica de las troponinas y de
actividad de la CK. Sorprendentemente, la concentracion de CK-MB
aument6 significativamente en las muestras congeladas, pero la
temperatura de almacenamiento (-70 °C) fue la mitad que en
nuestro estudio in vitro o incluso mas baja.

Determinacion de biomarcadores en pacientes sometidos a
ablacion con radiofrecuencia

Nuestras observaciones son similares a las descritas por otros
autores*8. Hirose encontrd sélo una correlacién significativa para
la ¢TnT en relacion con la cantidad acumulada de energia RF
aplicada, pero el estudio se limitd a cuatro tipos de arritmias
diferentes con muy diverso nimero de aplicaciones necesarias
para la ablacién en estos 34 pacientes®. Otros autores® también
comunicaron una precision diagndstica de la cTnl superior a la de
CK-MB en grupos no homogéneos de pacientes tras la ARF°~’. En
una gran cohorte de 118 pacientes con seis tipos diferentes de
arritmias, s6lo se encontr6 una correlacion importante respecto a
los cambios de concentracién de la cTnlI®. El valor basal medio de la
actividad de la CK-MB fue extremadamente bajo (0,6 U/l), en
comparacién con nuestro estudio y con otros>®!!. Ademas,
presumia que una desactivaciéon térmica parcial de la actividad
de la CK y la desnaturalizacion de la CK-MB eran razones que
explicaban la falta de correlaciéon para la aplicacion de energia de
RF. Su suposiciéon® de la dependencia térmica debida a cambios
estructurales de la CK se basaba, al igual que en el caso de otros

autores* 72712 en el estudio de Haines et al'®. Ese es el {inico

articulo en la literatura que describe la inactivacion térmica de la
CK en biopsias de corazones de perro tras ablaciones con energia de
RF o tras el calentamiento directo de las muestras de tejido. Como
temperatura critica midi6 65 °C, que parece demasiado elevada en
comparacién con nuestros resultados in vitro. Tampoco se midio6 la
temperatura intratisular.

Algunos estudios han mostrado un aumento significativo de la
concentracién de CK-MB tras la ARF>~!!, Aunque esto parece estar
en contradicciéon con nuestros resultados, este fendmeno puede
explicarse por las bajas temperaturas intratisulares efectivas
(40-45 °C) alcanzadas durante la ablacion en diferentes partes
del corazoén, especialmente en la region del nodo auriculoven-
tricular. Es conocida la existencia de un gradiente intramural
negativo de temperatura a partir del subendocardio. Hay alguna
probabilidad de que, en algunas de sus aplicaciones de RF, no se
alcanzara la temperatura critica para la inactivacion de la CK en la
masa del miocardio afectado.

Determinacion de biomarcadores en pacientes sometidos a
crioablacion con balon

Un Gnico articulo que describia los biomarcadores de dafio
miocardico tras la crioablacion demostr6 valores maximos signifi-
cativamente superiores tanto de la CK-MB como de la cTnT alas 6 h
de la ablacién'?. Los resultados concuerdan con nuestras observa-
ciones. Aunque nosotros medimos la ¢Tnl y no la cTnT, también
observamos valores superiores de la cTnl en la muestra obtenida a
las 6 h en los pacientes sometidos a CAB. Los autores argumentaron
que los valores superiores de la CK-MB en el grupo de crioablacion
reflejan la formacion de lesiones diferentes y el uso de introductores
mayores (de 10Fr)enel grupo dela crioablacion produjo valores mas
elevados'?. Teniendo presentes nuestros resultados in vitro, nos
atrevemos a afirmar que fue mas bien consecuencia de la
inestabilidad térmica de los biomarcadores en un entorno de RF.

Limitaciones

El mayor nimero de pacientes con FAC en el grupo sometido a
ARF que en el grupo sometido a CAB posiblemente sesgue los
resultados a favor del grupo de RF al comparar la cTnl en ambos
grupos. No podemos comentar la cinética detallada de los
biomarcadores, ya que no se obtuvieron muestras de sangre entre
las horas 6 y 24. No podemos olvidar que alcanzar temperaturas de
-70 °C e inferiores puede producir un aumento de la concentracion
medida de CK-MB. Por otro lado, la temperatura mediana mas
baja observada durante la CAB en la poblacién del estudio rondaba
los -40 °C.

CONCLUSIONES

Tanto los resultados in vitro como los obtenidos in vivo
muestran que la CK-MB no puede usarse para la determinacion
cuantitativa de la lesién miocardica producida por la energia de RF.
Solo las troponinas reflejan la lesién miocardica independiente-
mente de la fuente de energia y se podra considerarlas en estudios
futuros para comparar los efectos en los biomarcadores de la
crioablacion frente a la ablacion con RF.
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